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Izolace DNA

Cilem: ziskat DNA v nejvyssi kvantité a kvalité

Idedlni izola¢ni postup:

1) co nejvyssi separacni ucinnost - odstranit maximum
latek vyjma NK

2) co nejvyssi vytéznost - zisk veskeré pritomné DNA
(! malé mnozstvi DNA)

3) prevedeni do stabilniho stavu



Obecny postup

1) lyze bunék - voda, pufr
2) denaturace bilkovin - proteinaza K, DTT, teplota

3) pridani alkoholu - zamezeni degradace DNA + PK
(deaktivuje DNazy a RNazy)

4) ,DNA je molekula s parcidlnim zapornym nabojem®
vazba na pevnou fazi - zatixovana na nosici

5) odmyti buné¢nych debris - wash buffers

6) zména sloZeni roztoku (snizeni koncentrace soli,
zména pH z kyselého na zasadité, teplota) - zruseni
vazby DNA na nosic a jeji uvolnéni do roztoku



Nosice

Silikatové kolonky — DNA zachycena na kolonce
béhem centrifugace (pripadné vakuovym odsatim)
lyzatu, pak precisténa a nasledné uvolnéna do ¢istého
elu¢niho roztoku.

Magnetosilikové partikule - DNA vazana na
paramagnetické kulicky, které mohou byt
manipulovany pomoci magnetu — napf. vyjmuty z
roztoku, preneseny do precistovacich roztokt a z nich
nakonec do elu¢niho roztoku, kde je DNA uvolnéna.




Typické mnozstvi DNA, které mtize byt z biologického
materialu extrahovano
(kvalita i kvantita ziskané DNA je vyznamné ovlivnéna faktory
vnéjsiho prostiedi)

Tekuta krev 2000 ng/ml - 4000 ng/ml
Krevni stopa 250 ng/cm?- 500 ng/cm?
Tekuté sperma 150000 ng/ml - 300000 ng/ml
Post-koitalni vagindlni stér 10 ng/stér - 3000 ng/stér
Vytrzeny vlas (s cibulkou) 1 ng/cibulku - 750 ng/cibulku
Vypadeny vlas (s koiinkem) 1 ng/cibulku - 10 ng/cibulku
Tekuté sliny 1000 ng/ml - 10000 ng/ml
Stér dutiny astni 100 ng/stér - 1500 ng/stér
Mo¢ 1 ng/ml - 20 ng/ml

Kost 3 ng/ml - 10 ng/ml

Tkan 50 ng/ml - 500 ng/ml




Co ¢im izolovat?

komerc¢ni kit x chemikadlie z laboratore x mix

? vstupni material (trusici a netrusici, degradace DNA,
vlhké prostiedi, expozice vnéjsim vliviim, ...)

? jeden kit / postup na vse
? opakovatelnost

Komer¢ni kity (validace a testovaci studie provede
vyrobce x situace u soudu, DNA free, kontaminace
vyrobcem ovéritelna)
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Izolace dle vstupniho materialu

Vzorek s predpokladanym velkym mnoZstvim DNA (bukalni
stéry) - chelex, Swab solution

Vzorek - stopy (s malym mnozstvim DNA a degradované stopy)
— Qiagen - Blood Mini kit, Investigator kit

Stopy po daktyloskopickém zkoumani - Prepfiler (AB)
Kostni tkar a zuby - Prepfiler, alkoholova metoda
Smésné vzorky ( mravnostni TC) - difezencialni lyza

Vzorky osetfené formalinem



FTA l(aI' t}_’ (Whatman'")

e pro sbér, transport, archivaci a izolaci nukleovych
kyselin pri pokojové teploté. Karty typu FTA® obsahuji
chemikalie, které lyzuji bunky, denaturuji proteiny
a chrani nukleové kyseliny pred nukleazami, oxidaci
a poskozenim od UV =zafeni - zajisténi tekutého
materialu

» predpoklad: tekuta krev a bukalni stéry

* realita: tekuta krev

- Mikro karta typu FTA® - jedna vzorkovaci
plocha pro aplikaci az 125 pl plné krve

» vyhody: rychle inaktivuji organismy, vcetné krevnich
patogent a brani r@istu bakterii a dalsich
o o o . ) ’ /4 I4 Vv ’ 4
mikroorganismi, minimalni naroky na uskladnéni Q 2
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Bukalni stéry

Chelex” 100

Chelex je pryskytice slozena ze styren divinylbenzen kopolyméru
obsahujici paroveé iminodiacetatové ionty. Tyto ionty ptisobi CEelataéné
a vazi polyvalentni kovové ionty. Pro izolaci DNA je predevsim dtilezité
vyvazovani Mgt iontli, které jednak jsou nezbytné pro aktivitu
nukledz (napt. DNaz degradujicich DNA; a je tedy nezbytné je timto
zplisobem inaktivovat, a také tyto ionty pii vysoké teploté (95-100°C)
mohou vést k poskozeni DNA. Principem izolace je homogenizace
vzorku, destrukce bunécnych komponent alkalickym prostfedim
a vysokou teplotou a separace roztoku obsahujiciho DNA od zbytka

bunécénych komponent a pryskyftice chelexu.

Bukalni stér + 1 ml dd H20; centrifugace - vznik peletky; odpipetovani
tekutiny; ptida se 1 ml 5% roztok chelexu, 30 min. pfi 56 °C, 10 min. pfi
95 °C

Il Chelex je na dné, DNA ve vodné fazi v horni ¢asti zkumavky
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Bukalni stéry

Swab Solution (Promega)

moznost izolovat z FTA karty i z BS

soucasti baleni: 100 ml SwabSolution™ Reagent a 500
ul 5X AmpSolution™ Reagent

postup: 1 ml SS ke vzorku, 30 min. pfi 70 °C - nosic
zlstava v eppendorfce!!!

skladovani pfti 4 °C
pii amplifikaci ke 2 ul izolatu nutno pridat 5 ul 5x
AampSolution Reagent



Stopy

[zolace pomoci kolonek
QIAamp DNA Mini Kit, QIAamp DNA Investigator Kit
QIAamp Fast DNA Tissue Kit

[zolace pomoci magnetickych partikuli
PrepFiler® Forensic DNA Extraction Kits
EZ1 Investigator kit



QIAamp DNA Investigator Kit

QlAamp DNA Investigator Procedure

Sample

Bind DNA
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Ready-to-use DNA



QlAamp Fast DNA Tissue Kit

e The QIAamp Fast DNA Tissue Kit vyuziva noveé
kombinace mechanismt chemicke a enzymatické
lyzy. Kazdy kit obsahuje ocelové kulicky a specialni
tvar kolonek napomaha procesu izolace. Nejprve se

prida vzorek a mix reagencii a pouhym votexovanim

dochazi k uvolnéni DNA z bunék. Cely proces izolace
trva cca 30 min.

5-10 min 5-10 min



EZ1 DNA Investigator Kit

e The EZ1 Advanced a BioRobot EZ1 umi atomati zovanou
purifikaci jaderné DNA na bazi silikomagnetickych
partikuli. Odpadaji kroky centrifugace a najednou lzev
zavislosti na pristroji izolovat az 14 /resp. 6 vzorki
najednou. Pristroj je béhem izolace zavieny/zamdceny,
nelze jej otevrit , ¢imZ je eliminovano riziko kontaminace.
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DNA IQ™ System

* Svyuzitim nové navrzenych paramagnetickych partikuli Ize s timto kitem
pripravit vzorky pro STR analyzu a to velmi jednoduse a efektivné. DNA 1Q
System lze pouzit k extrakci DNA z rtiznych typt vzork, véetné bukalnich
stéry, tekuté krve a FTA karet.
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Stopy po daktyloskopickém

zkoumani

PrepFiler® Forensic DNA Extraction Kits - obvyklé
forenzni Vzorky vCetné ,tekutych vzorka® stéry telnlch tekutin,
cigaretové nedopalky, zvykacky, dopisni znamky a lepenky...

lyza¢ni pufra DDT (k rozruseni vnitromolekulovych
i mezimolekulovach disulfidickych mtstk, které stabilizuj
tercirni a kvartertni strukturu proteinti)

dle typu materidlu délka inkubace a teplota (télni tekutiny- 20
min., suché vzorky a stéry (bukalni i stéry na slepo)- 40 min.,
c1ste sperma - 9o min.

po inkubaci pfidani ,kulicek® - vazba DNA na né
promyti

uvolnéni DNA z nosice

50 ul izolatu DNA



Kostni tkan a zuby - priprava
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Kostni tkan a zuby

PrepFiler® BTA Forensic DNA Extraction Kit
misto lyza¢niho pufru se piidava BTA puft, PK a DTT, zména teploty inkubace

staci pilkou natezat platky - pouZziti pilin je dostacujici

Fenol choroformova metoda

klasickym zptisobem izolace DNA. Tato izolace je pomérné pracna a zdlouhava, ale poskytuje velké
mnozstvi velmi c¢isté DNA

Obecny postuF: rozruSeni pisobenim protedzy, se postupné piidava fenol ¢i smés fenolu a
chloroformu, které z lyzatu vyvazi proteiny

kostni moucka inkubovana s 20 ml roztoku EDTA SARCO s proteinazou K pfii 55°C 24 hod., poté
vymeéna roztoku a nasledovala dalsi 24 hod. inkubace - dokud se moucka nerozpustila

pfidano 20 ml phenol/chloroform/izoamylalcohol (25:24:1), 20 ml chloroform/izoamylalcohol (24:1),
extrakce DNA opakovana 3x,

pridanim téchto latek k vodnému roztoku dojte k separaci roztoku do dvou fazi: horni faze je vodny
roztok obsahujici DNA; spodni je pak organicka faze fenolu ¢i chloroformu

mezi vodnou a organickou fazi se hromadi proteiny

koncetrovano pomoci Centriplus YM-100 kolonek na vysledny objem 150 ul



Kostni tkan a zuby

Silica-based DNA extraction

- vychdazelo se z Qiagen Blood Maxi kit

- kostni moucka byla inkubovana s 15 ml ATL pufr, 10 mg
proteinazy K a 300 ul DTT po dobu 24 hod. pti 56°C ve
vodni lazni

- ptidano 14 ml AL pufr a nasledovala inkubace pti 70°C
naio min.

- supernatant prenesen do 50 ml zkumavky, pridano 22
ml EtOH 96% a postupné byl obsah prenesen na kolonu
50 ml zkumavky

- omyti 10 ml pufru AW 1a 10 ml pufru AW 2

DNA eluce pomoci AE

- koncentrace eluatu pomoci Centiplus YM-100 kolonek
na vysledny objem 150 ul




Diferencidlni bunécna lyza
(,differential cell lysis®)

- smés zenskych epitelidlnich bunék a spermii - typicky u vzorkt posevniho
stéru po znasilnéni

- oddéleni zenské a muzské frakce vzork (rozdéleni ptivodniho smiseného
vzorku na separatni vzorky obou ptivodct materialu)

- uziti ,mékkcich® a posléze ,tvrdsich® lyza¢nich podminek (zatimco Zenské
epiteli podléhaji lyze snadno, spermie jsou mnohem odolnéjsi)

1) v mirné lyza¢nim roztoku rozruseny a spolu s roztokem odebrany Zenské
epitelie

2) v silné lyzujicim roztoku rozruseny spermie



Evidence (Q)

Differential
extraction

(a) Non-sperm fraction

\hum:

(b) Sperm fraction

\Ihmll:

Reference Samples (K)

(c) Victim
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Laserova mikrodisekce (LCM -
.laser capture microdissection®)

- vysoce pokrocila technologie mikromanipulace,
uzivana v nejriiznéjsich oborech pracujicich s
biologickym materidlem

- vyhledavani prislusnych objektt (napt. bunék) v
mikroskopu, jejich oddéleni od ostatniho materialu
pomoci laserového paprsku a preneseni svételnym
pulzem do cisté zkumavky

- napft. jednotlivé spermie z posevniho stéru,
embryonalni buriky z potratu apod.



pomoci svételného
pulzu jsou vyfiznuté
bunky preneseny
do vicka zkumavk\é]

pomoci laserového
paprsku jsou vyriznuty
pozadované bunky
(napf. spermie)




Vzorky osetrené
formalinem/parafinem

1. Zajisténi tkané z parafinového blocku (odstranit ¢ast
parafinu tak, aby se odhalila pfimo zajmova oblast tkané,
¢ast tkané narezeme na tenké platky)

2. Odstranéni parafinu (xylén)
3. Rehydratace tkané (100 %, 70 % a 50 % EtOH)
4. Rozlozeni tkané (ATL pufru)

5. Izolace DNA (fenol chloroformové metoda, QIAamp
DNA mini)



[zolat DNA - findlni produkt izolace DNA; jedna se o
vodny roztok DNA (tj. fedidlem je voda) nebo roztok pufru
a DNA (v izolatu mohou byt pritomny i dalsi latky, napf.
soli, které DNA stabilizuji)

Inhibitory - latky nejrtiznéjsi povahy s negativnim ucinek
na prubéh jednoho ze zasadnich krokt analyzy - PCR;
jejich pritomnost ve vzorku mtize vést ke zhorsené kvalité
vysledkt analyzy ¢i k jejimu uplnému selhani
- béhem prtibéhu izolace - alkoholy, fenol, nékteré typy
detergentd.

- ptivod piimo ve vzorku (pritomny uz v pavodnim
biologickém materidlu, ktery je dodan do laboratore ke
zkoumani)




Inhibitory a jejich zdroj

Hemoglobin (hemin) Krev
Melanin Tkan, vlasy

Polysacharidy Rostlinny material

Zlucové soli Vykaly

Huminové kyseliny ptida
Mocovina Moc¢
Indigové barvivo Jeansovina
Kolagen Tkan
Myoglobin Svalova tkan

Vapnikové ionty Kosti, zuby




Odstranéni inhibitoru

precisténi izolatu DNA

ucinné odstranéni inhibitord, pripadné dalsich
nezadoucich latek, které ztistaly ve vzorku pritomny i
po izolaci

inhibitory ptivodem z krevnich vzorkl - potlaceni
jejich negativnich ucink az v priabéhu PCR -
piidanim BSA (bovinni sérovy albumin)

pouziti kit s magnetickymi partikulemi - odmyti
inhibitoru v prabéhu izolace (AB)

QIAamp MinElute spin kolonek (Qiagen)

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)



Zakoncentrovani DNA

sniZeni objemu izolatu pfi zachovani veskeré DNA
,zahusténi“ roztoku
u vzorki s malym obsahem DNA

postup:

1) vyvazani DNA z roztoku na pevnou fazi (napi. SiO2) a jeji nasledné
uvolnéni do roztoku o mensim objemu

2) centrifugace pomoci tzv. mikrokoncentratora — velmi husté sitko,
které propusti pouze rozpoustédlo a drobné molekuly, makromolekuly
DNA vsak ne - ztistanou zachyceny a opét mohou byt uvolnény do
roztoku o mensim objemu, nez mél ptivodni izolat

vakuova odparka - koncentrator vodny, etanolovy a vysoky tlak vodni
pary; okoli, 30°C, 45°C, 60°C




